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几种香料植物提取物对大肠杆菌抑制作用的试验 

‘ 李利红 ，陈忠杰 ，卢婷婷 ，解克伟 
(1．郑州牧业工程高等专科学校药物工程系，河南 郑州 450011；2．禹州森源本草天然产物有限公司，河南 禹州 461683) 

摘要：对 3种香料植物的 5种提取物抑制大肠杆菌的作用效果进行比较研究，为兽医临床合理使用中药提取物防治大肠 

杆菌提供实验依据。提取丁香油、茴香油、迷迭香油、迷迭香酸和鼠尾草酸，经 HPLC测定迷迭香酸和鼠尾草酸的含量，用打 

孔法研究以上物质对标准型大肠杆菌和临床型大肠杆菌的体外抑菌作用。结果显示，几种提取物均有抑菌活性，对标准型大 

肠杆菌的抑菌效果依次为：丁香油>鼠尾草酸>迷迭香油>迷迭香酸>八角茴香油，最大抑菌圈达 20 mm!对临床型大肠杆 

菌的抑菌效果依次为：鼠尾草酸>迷迭香酸>八角茴香油>迷迭香油>丁香油，最大抑菌圈达 19 mm。表明丁香油、八角茴 

香油、迷迭香油、迷迭香酸和鼠尾草酸有较强的抑制大肠杆菌的活性，可以作为抗大肠杆菌药物进行进一步研究。 
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致病性大肠杆菌病是现代规模化、集约化畜禽 

养殖的主要传染病之一，目前尚无理想的疫苗来预 

防，临床主要采用抗菌药物治疗。近年来，由于抗菌 

药物的持续和不恰当地使用，大肠杆菌耐药机制不 

断变迁，耐药性不断提高 El-3]，导致抗菌药物的疗效 

降低甚至失去疗效；大肠杆菌耐药现象已经成为现 

代畜牧业健康养殖的限制性瓶颈，而抗菌药物不规 

范使用所带来的的环境卫生和食品安全问题也已越 

来越受世人关注，因此如何选用对大肠杆菌有较好 

抑制作用的药物是当今兽医临床的主要任务之一。 

中草药具有来源广、副作用小、不易产生耐药性等特 

点，已经成为现代预防和控制细菌性感染疾病方面 
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免受病原侵袭，提示鸭脚树叶提取物与青霉素混合 

物用于治疗缓慢葡萄球菌病可获良好效果，鸭脚树 

叶提取物与青霉素中西合剂中各组分没有明显相互 

拮抗作用，显示鸭脚树叶提取物与青霉素混合物对 

防治 S．1entus病具良好的应用前景。 

细菌引起的疾病是养殖业一大危害，而抗生素 

的长期滥用导致耐药菌株的种类越来越多，因此，急 

需研制既可有效防治细菌病、药理作用机制明确，又 

能替代抗生素的新型中药制剂。以中药材中活性成 

分作为配伍对象，将药物配伍改为组分配伍制成的 

鸭脚树叶提取物与青霉素中西合剂，其高、中、低剂 

量组降低死亡率的效果与感染对照组比较差异均极 

显著(P<0．O1)，一定程度印证了中药配伍理论和 

中药组分学的科学性，为临床筛选治疗缓慢葡萄球 

菌病药物制剂提供试验依据，但对于 S．1entus的致 

的重要研究对象L4 ]。近年来关于中药芳香性物质 

的抗微生物活性报道很多 _8]，但是关于其对大肠杆 

菌抑制效果的研究报道不 多，因此 ，本试验选取 丁 

香、八角茴香和迷迭香 3种香料植物，提取其中的 5 

种主要成分，在体外研究其对大肠杆菌的抑制作用， 

期望为兽医临床合理使用中草药提取物防治大肠杆 

菌病提供理论和试验依据，为研究和开发抗菌中药 

解决耐药菌株的产生和抗生素短缺问题提供途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料与仪器 

1．1．1 试验材料 迷迭香采 自河南禹州森源本草 

天然产物有限公司种植基地，其他药材购 自郑州零 

售药店 。 

所用菌株分别为：大肠杆菌(标准型)；大肠杆 

菌(临床致病型，从犊牛稀粪便中分离)。菌株由郑 

州牧业工程专科学校药物工程系实验室提供。 

病机理以及鸭脚树叶提取物与青霉素混合物的作用 

机制还需进一步深入研究。 
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1．1．2 主要仪器与试剂 CTXNW一2B循环超声萃 

取仪(北京弘祥隆生物技术开发有限公司)；R一1001一 

VN旋转蒸发仪(郑州长城科工贸有限公司)；RE一 

5210旋转蒸发仪(上海亚荣)；LXJ—IIB离心机(上海 

安亭科学仪器厂)；P230II高效液相色谱仪(上海依 

利特)；BT125D十万分之一分析天平(赛多利斯)， 

阿贝折射仪(上海宇隆 2W)。 

鼠尾草酸和迷迭香酸标准品，均由禹州森源本 

草天然产物有限公司提供；重蒸水，甲醇、乙腈为色 

谱纯，其他试剂为分析纯。 

1．2 方法 ． 

1．2．1 精油的提取制备 称取丁香、八角茴香和迷 

迭香药材各 500 g，用水蒸气蒸馏法提取各 自的挥发 

油，20。C以下测定相对密度和折光率。 

1．2．2 迷迭香酸和鼠尾草酸的提取制备 称取提 

取过精油的迷迭香残渣 200 g，用 4O倍体积的 9O 

乙醇进行回流提取 1 h(加少许柠檬酸)，将提取液 

进行过滤 ，滤液和残 渣分别用来提取 鼠尾草酸和迷 

迭香酸。滤液进行减压浓缩至 1／5体积，4 000 r／ 

min离心，保 留沉淀物，进行 真空干燥，称重，用 

HPLC测定 鼠尾草酸含量 。残渣加 50倍体积的水 

进行超声提取 30 min，过滤 ，对 滤液进行减压 浓缩 

和真空干燥，称重，用 HPLC测定迷迭香酸含量。 

1．2．3 迷迭香酸和 鼠尾草酸含量的测定 (1)鼠尾 

草酸标准品溶液的配制：精密称取 105℃干燥 4 h后 

至质量恒定的鼠尾草酸标准品 10．0 mg，置于 1O 

mL棕色容量瓶中，用无水乙醇溶解并稀释至刻度 

定容，摇匀，其质量浓度为 1 mg／mL作为标准溶液； 

(2)迷迭香酸标准品溶液 的配制 ：精密称取 8O℃下 

干燥至恒重的迷迭香酸标准品 10．0 mg溶于 1O mL 

甲醇溶解并稀释至刻度定容，得 1 mg／mL迷迭香酸 

标准溶液；(3)鼠尾草酸样品测定：称取鼠尾草酸提 

取物 100 mg，无水 乙醇定溶至 50 mL，微孔滤膜过 

滤，超声脱气，HPLC测定。采用 C18柱，流动相为 

乙腈 ：0．1 磷 酸 一60：40，流速 为 1 mL／min，230 

nm 测定 ；(4)迷迭香酸样 品测定 ：称取迷迭 香酸提 

取物 100 mg，甲醇定溶至 5O mL，微孔滤膜过滤，超 

声脱气 ，HPLC测定。采用 C18柱 ，流动相为 甲醇 ： 

0：05 磷酸一45：50，流速为 0．6 mL／min，283 l'lm 

测定。均做平行试验 3次，以峰面积按外标法进行 

定量计算 。 

1．2．4 菌种的复壮与扩增 参照文献[9]进行大肠 

杆菌的复壮和扩增 ，用于营养琼脂平板涂菌 。 

1．2．5 涂菌 取制备好的营养琼脂平板培养基，分 

别加人100 L制备好的10 CFU／mL菌液，用涂菌 

玻璃棒涂均匀。 ’ 

1．2．6 打孔 用直径为 6．5 mm的打孔器在涂菌 

的琼脂培养基上均匀打孔，并编号，每种药重复两个 

平皿，每个平皿做 3个孔。孔径大小、深度保持均匀 
一 致。打好孔后在酒精灯火焰上略微加热，使局部 

培养基熔化重新凝固与平皿底部结合，防止加入的 

药物从底部的缝隙流出。 

1．2．7 加药 将迷迭香酸和鼠尾草酸配制成含有 

效成分 1 mg／mL的水溶液，挥发油直接添加，分别 

加入各孔 中，每孔加 2O L药液，置于恒温箱 中 

37。C条件下，培养 24 h。取出，量取抑菌圈直径。 

每孔在不同方向测量 2次，取平均值。 

1．2．8 抑菌结果判定 抑菌效果判定 ，抑菌直径> 

20 mm为极敏感 ，用 “++++”表示；15～19 mm 

为高敏感，用“+++”表示；10～l4为中敏感，用 

“++”表示；10 mm以下为低敏感，用“+”表示； 
“

一 一

”表示无抑菌作用 。 

2 结果与分析 

2．1 提取结果 迷迭香经蒸馏、脱水后得到无色透 

明迷迭香油，提取率为 1．5％(平均每 100 g原料得 

到 1．5 mL精油)，相对密度为 0．869，折光率为 

1．466。丁香花蕾经蒸馏、脱水后得到无色透明丁香 

油，提取率为 9．5 (平均每 100 g原料得到 9．5 mL 

精油)，相对密度为 1．041，折光率为 1．532。八角茴 

香经蒸馏、脱水后得到无色透明八角茴香油，提取率 

为5．3 (平均每 100 g原料得到 5．3 mL精油)，相 

对密度为 0．982，折光率为 1．555。鼠尾草酸的提取 

率为 7 ；迷迭香酸的提取率为 4％。 

2．2 迷迭香酸和鼠尾草酸含量测定结果 230 nm 

下 ，经 HPLC测定 ，鼠尾草酸 的纯度为 16．24 ；迷 

迭香酸的纯度为 5．37 。 

2．3 药物敏感性测定结果 几种提取物的抑菌圈 

测定结果见表 1所示 。 

表 1 抑菌 圈测定 

++++：抑菌圈直径>2O mm；+++：抑菌圈直径在 15～19 mm；++：抑菌圈直径在 1O～14mm；+：抑菌圈直径在 10 mm 以下； 

一 一

：无抑菌作用 
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猪繁殖与呼吸综合征病毒 Nsp2研究进展 
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猪繁殖与呼吸综合征(PRRS)是目前世界上对养 

猪业带来重大经济损失的一种传染性疾病，PRRSV 

是该病病原，一种具有包膜的单股正链 RNA病毒， 

ORFla，ORFlb编码该病毒非结构蛋白(Nsps)其编码 

的ORFla，ORFlab两个具有病毒的复制酶和 RNA 

聚合酶功能的多聚蛋白ppla和 pplb在蛋白水解酶 

裂解作用下产生至少 12个推测的非结构蛋白Nspl 
~ Nspl2[1]

。 Nsp2作为 PRRSV最大 的非结构蛋 白， 

具有高变异特性及多种生物学特性且应用广泛，在病 

毒研究中，Nsp2一直是研究热点，本文就 PRRSV 
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由表 1可见，鼠尾草酸和迷迭香酸都对致病性 

大肠杆菌表现高度敏感，对标准型大肠杆菌表现中 

度敏感；迷迭香油和丁香油对标准型大肠杆菌的抑 

制作用均明显大于对致病性大肠杆菌的抑制作用； 

八角茴香油对两种大肠杆菌的抑制作用相差不明 

显。几种提取物对标准型大肠杆菌的抑菌效果依次 

为 ：丁香油> 鼠尾草酸>迷迭香油>迷迭香酸>八 

角茴香油，最大抑菌圈达 20 mm；对临床型大肠杆 

菌的抑菌效果依次为：鼠尾草酸>迷迭香酸>八角 

茴香油>迷迭香油> 丁香油，最大抑菌圈达 19 

m m 。 

3 讨论 

3．1 本试验用现代 中药提取、分析技术 ，对几种 中 

药提取物抑制大肠杆菌的作用进行了体外试验，具 

有工艺稳定、有效成分含量明确、质量可控的特点； 

本试验表明，迷迭香酸、鼠尾草酸、迷迭香油、丁香油 

和八角茴香油均有较强的体外抑制大肠杆菌作用。 

3．2 由于中药成分复杂，抗感染疗效主要以增加机 

体免疫力为途径，因此 目前中药抑菌作用的研究方 

面还存在试验操作缺乏统一标准、体内体外试验结 

果不一致和作用机制探讨不深等问题[10-12]。今后应 

进一步借助现代先进的工艺和分析方法，加强对中 

药抗感染药物的正确认识，深入探讨中药作为抗感 

染治疗和消除细菌耐药性的作用途径和作用效果。 

的非结构蛋白 Nsp2分子生物学特性、免疫学功能 

及其应用做一简要综述。 

1 非结构蛋白 Nsp2的生物学特性 

在所有的非结构蛋白中，Nsp2是 PRRSV 中最 

大的复制相关蛋 白，目前已鉴定 Nsp2四个主要功 

能区：N一端的半胱氨酸蛋白酶结构域(PL2)；功能尚 

未清楚的中间高变区；近 C端的高亲水性转膜区； 

功能尚不明确的 C端富含半胱氨酸残基保守区。 

PRRSV 非结构蛋 白 Nsp2半胱氨酸蛋 白酶结构 域 

(Cp)，介导 Nsp2／Nsp3切割，还是 Nsp4丝氨酸蛋 

白酶的辅助因子，c端与 Nsp3之间的非共价结合 

作为多蛋白病毒复制复合体装配的膜锚定器支持双 

膜囊泡(DMV)的形成，Nsp2通过 PL2区介导自身 

从前体蛋白上解离_2 ]，相关研究表明，Nsp2在感染 
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